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［摘要］　目的：基于蛋白质组学技术对羚羊角进行研究，为合理使用羚羊角提供参考。方法：将酶解后的
羚羊角角壳和骨塞样品，通过 ＮａｎｏＬＣＯｒｂｉｔｒａｐ液质联用仪进行多肽分离及质谱数据采集，结合 ＵｎｉＰｏｒｔＫＢ收
录的 ＣａｐｒａＨｉｒｃｕｓ蛋白质组数据库，采用 ＰＥＡＫＳＳｔｕｄｉｏ软件进行数据处理。结果：发现两者主要功能蛋白质及
多肽无论在数量上还是种类方面既有某些相似性也具有明显的差异性。结论：骨塞及角壳一起磨成羚羊角粉

使用具有一定的合理性，但必须将角壳和骨塞的用量比例控制在合理范围内，以确保羚羊角临床用药的安全

性和有效性。
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羚羊角为牛科动物赛加羚羊 Ｓａｉｇａｔａｔａｒｉｃａ
Ｌｉｎｎａｅｕｓ的角。临床多以粉末直接入药，具有平肝
息风、清肝明目、散血解毒之功能［１］，特别是治疗

婴幼儿高烧能起到立竿见影的效果，并且作用持久、

不易反复回升、无毒副作用［２３］。此外还具有非常好

地清肺热和抗惊厥等药理作用，故羚羊角在１２０多
种中成药中广泛使用。

羚羊角素有 “羚羊仙角”的美誉，价格非常昂

贵，目前市场上去掉骨塞的一等品每千克售价约

２００００元，未去掉骨塞的一等品每千克售价约
１３０００元。以质嫩、色白光润如玉、有血丝者为佳
（角壳最嫩的角尖部位）。根据上述市场等级规格划

分及性状描述可知，羚羊角角壳与骨塞价格和药效

具有一定差异，故在 《中华人民共和国药典》（以

下简称 《中国药典》）１９９５年版之前的历版中均规定
羚羊角需要用去掉骨塞制成的羚羊角粉才能供临床

使用［４５］。但鉴于赛加羚羊已被列入中国一级保护野

生动物名录、濒危野生动植物物种国际贸易公约

（ＣＩＴＥＳ）附录 ＩＩ、迁徙物种公约（ＣＭＳ）附录 ＩＩ以及
ＩＵＣＮ红色名录中极危物种行列，为保护野生赛加羚
羊，合理利用羚羊角的骨塞（质量约占整支羚羊角的

４０％），《中国药典》在１９９５年版之后规定不再去掉
骨塞，骨塞也全部等同角壳一并入药，但因两者价

格差异巨大（骨塞价格仅为角壳的１％左右），且现
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行标准中没有定量检验项目，故市场上销售的羚羊

角粉大量使用骨塞来代替角壳，以降低生产成本。

该现象在中成药中更加突出，严重影响了含羚羊角

制剂的临床疗效。羚羊角角壳的主要成分为角蛋白

质，骨塞的主要成分为磷酸钙，同时也含有少量角

蛋白质和骨胶蛋白质等，虽然文献报道角壳和骨塞

都具有明显的解热作用，但解热作用效果角壳约是

骨塞的３倍［６］。鉴于两者所含成分和价格差异非常

明显，考虑到骨塞所含的磷酸钙为其骨架支撑部

分，与羚羊角功能联系较弱，故认为可能是角壳所

含的角蛋白质和骨塞所含的骨胶蛋白质及角蛋白质

与羚羊角的功能关系密切，故非常有必要对角壳和

骨塞所含的蛋白质成分进行深入研究，以合理地使

用羚羊角。

目前对羚羊角成分研究主要集中在氨基酸和

微量元素的组成与差异两个方面［７１０］，也有基因

方面的研究报道，而羚羊角的主要功能成分角蛋

白还没有进行过深入研究，对动物类中药材进行

研究分析，目前非常有效的方法是通过蛋白质组

学技术进行研究，将羚羊角样品进行适当酶解处

理，通过 ＮａｎｏＬＣＯｒｂｉｔｒａｐ液质联用仪进行多肽
分离及质谱数据采集，结合 ＵｎｉＰｏｒｔＫＢ收录的 Ｃａｐｒａ
Ｈｉｒｃｕｓ蛋白质组数据库，采用 ＰＥＡＫＳＳｔｕｄｉｏ软件进
行多肽和蛋白质序列的鉴定。

１　仪器与材料

１１仪器

ＥＡＳＹｎＬＣ１０００纳升液相联用ＦｕｓｉｏｎＯｒｂｉｔｒａｐ高
分辨质谱（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）；ＲｅｐｒｏＳｉｌＰｕｒＣ１８
ＡＱＴｒａｐ富集柱（０２ｍｍ×３５ｃｍ，５μｍ）和ＲｅｐｒｏＳ
ｉｌＰｕｒＣ１８ＡＱ分离柱（７５μｍ×２５ｃｍ，３μｍ）为实验
室自制。

１２材料

Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ１０Ｋ超滤管；胰蛋白酶（Ｓｉｇｍａ公司，
批号：ＳＬＢＧ６４５２Ｖ）；羚羊角对照药材（中国食品药
品检定研究院，全部为角壳部分，批号：１０６４０８０１）；
羚羊角骨塞（本单位标本馆留存样品，经山东中医药

大学彭艳丽主任药师鉴定为 ＳａｉｇａｔａｔａｒｉｃａＬｉｎｎａｅｕｓ
角的骨塞）；盐酸胍、三羟甲基氨基甲烷（Ｔｒｉｓ）、乙
二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ二钠）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ）、
碘代乙酰胺（ＩＡＡ）、碳酸氢铵、乙酸均为分析纯；甲
酸、乙腈为质谱纯。

２　方法与结果

２１供试品溶液的制备

精密称取羚羊角对照药材 １０ｍｇ，骨塞粉末
３０ｍｇ，分别加１０ｍＬ变性缓冲液（含６ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸
胍、１２ｍｏｌ·Ｌ－１Ｔｒｉｓ和２５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＥＤＴＡ二钠），
加０５ｍＬ的０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ溶液，置于６０℃保温
处理 １２ｈ，取出，放冷至室温。加入 １２ｍｌ的
０５５ｍｏｌ·Ｌ－１ＩＡＡ溶液，摇匀，避光反应 ３０ｍｉｎ。
离心，取上清液 ５０μＬ置于超滤管中，离心脱盐，
截留物加２００μＬ的１％碳酸氢铵溶液和５μＬ胰蛋白
酶溶液（１０ｍｇ·ｍＬ－１），置于３７℃恒温培养箱中酶
解１２ｈ，０２２μｍ滤膜过滤，即得。

２２纳升液相色谱条件

色谱柱为上述自制的富集柱和分离柱。流动相

Ａ为０１％甲酸，流动相Ｂ为乙腈，梯度洗脱程序见
表１，进样量为１μＬ，流速３００ｎＬ·ｍｉｎ－１。

表１　纳升液相色谱梯度洗脱程序

ｔ／ｍｉｎ Ａ／％ Ｂ／％

０ ９８ ２

５ ９３ ７

４７ ７８ ２２

５７ ６７ ３３

６２ １０ ９０

７０ １０ ９０

２３高分辨质谱条件

采用 ＦｕｓｉｏｎＯｒｂｉｔｒａｐ高分辨质谱仪，Ｎａｎｏｓｐｒａｙ
Ｆｌｅｘ离子源，以正离子模式进行采集，喷雾电压为
２１ｋＶ，离子传输毛细管温度为 ２７７℃，ＳＬｅｎｓ
传输效率设置为 ６０％。一级质谱采用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ作
为质量分析器，分辨率为 ６００００（ｍ／ｚ４００），采
集范围为 ３５０～１５５０Ｔｈ；二级质谱采用离子阱
作为质量分析器，采用 ＲａｐｉｄＳｃａｎ模式进行扫
描，采用 ＨＣＤ碎裂模式，碎裂能量 ＮＣＥ设置
为 ４０％。

２４数据采集

本方法分析时间为７０ｍｉｎ，采集的总离子流图
见图１。

·６４０１·
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注：Ａ角壳；Ｂ骨塞。

图１　ＦｕｓｉｏｎＯｒｂｉｔｒａｐ采集的羚羊角总离子流图

２５数据处理方法

因目前没有赛加羚羊完整的蛋白质组数据库，

故选择与其亲缘关系较近的ＣａｐｒａＨｉｒｃｕｓ（山羊）蛋白
质组数据库进行比对。利用蛋白质解析软件 ＰＥＡＫＳ
Ｓｔｕｄｉｏ８５采用ＵｎｉＰｏｒｔＫＢ收录的 ＣａｐｒａＨｉｒｃｕｓ（截至
２０１８年１月１日）作为参考蛋白质组数据来处理质谱
数据。为了得出更有效的数据进行下一步分析，必须

进行参数的合理设置。其中相应的软件参数设置如

下：－１０ｌｇＰ（Ｐｅｐｔｉｄｅ）≥２０、－１０ｌｇＰ（Ｐｒｏｔｅｉｎ）≥２０、

ＦＤＲ（ＰｅｐｔｉｄｅＳｐｅｃｔｒｕｍＭａｔｃｈｅｓ）＝０１％、ＦＤＲ（Ｐｅｐ
ｔｉｄｅＳｅｑｕｅｎｃｅｓ）＝０１％、Ａｓｃｏｒｅ（Ｐｏｓｔｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ
ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＰｅｐｔｉｄｅ）≥ ０、Ｐｅｐｔｉｄｅｍｕｔａｔｉｏｎｉｏｎ
ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ≥０％、Ｐｒｏｔｅｉｎｓｕｎｉｑｕｅｐｅｐｔｉｄｅｓ≥０、ＡＬＣ（Ｄｅ
ｎｏｖｏｏｎｌｙ）≥ ５０％、Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｃｏｖｅｒａｇｅ（Ｔｏｐ１０）。
－１０ｌｇＰ为质量值，表示被测错的概率，－１０ｌｇＰ值
越大，被测错的概率越大，－１０ｌｇＰ≥２０代表被测错
的概率不大于 １％。ＦＤＲ为容错率 Ｆａｌｓｅｄｉｓｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ，是指在某个体系中能减少一些因素或选择对某
个系统产生不稳定的概率。ＦＤＲ值越低，对效果影响
越大，结果越集中。设定无论氨基酸修饰还是变异大小

全部进行检测，并对覆盖度前１０的蛋白质进行排序。

表２　多肽检测结果

名称
多肽种类

总数

共有多肽

种类数

特异性多肽

种类数

共有多肽种

类所占比例／％

角壳 １３９３ ３８８ １００５ ２８

骨塞 １１０２ ３８８ ７１４ ３５

３　分析

３１总离子流图分析

由图１可知，角壳和骨塞酶解后多肽的总离子
流色谱图具有一定的相似性，特别是在约 １５、３０、
３７、４４、５２、５６ｍｉｎ处均具有很高色谱峰出现，主
要的色谱峰保持较高的一致性。同时在约 ２６、３２、
５０、６５ｍｉｎ处两者总离子流图又具有明显的不同，
可以很好地将两者进行区别。特别是５０ｍｉｎ处两者
具有明显的不同，骨塞比角壳多出一个色谱峰，提

示两者多肽组成具有某些差异。综上，角壳和骨塞

的多肽组成具有一定的相似性，也存在某些差异。

表３　覆盖度前１０的蛋白质组成
编号 角壳中主要蛋白质及覆盖度 骨塞中主要蛋白质及覆盖度

１ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ５（９９％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ５（７３％）

２ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｃｕｔｉｃｕｌａｒＨｂ１（９２％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｃｕｔｉｃｕｌａｒＨｂ１（７２％）

３ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｃｕｔｉｃｕｌａｒＨａ６（９０％） ｈａｉｒａｃｉｄｉｃｋｅｒａｔｉｎ１（６５％）

４ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｃｕｔｉｃｕｌａｒＨｂ１ｌｉｋｅ（８８％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｃｕｔｉｃｕｌａｒＨｂ１ｌｉｋｅ（６０％）

５ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ７Ｃ（８７％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ４８ｋＤａｃｏｍｐｏｎｅｎｔ８Ｃ１（６０％）

６ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ４７６ｋＤａ（８５％） ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ１（Ｉ）ｃｈａｉｎｉｓｏｆｏｒｍＸ１（５９％）

７ ｈａｉｒａｃｉｄｉｃｋｅｒａｔｉｎ１（８４％） ｃｏｌｌａｇｅｎａｌｐｈａ１（Ｉ）ｃｈａｉｎｉｓｏｆｏｒｍＸ３（５８％）

８ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｃｙｔｏｓｋｅｌｅｔａｌ１４（８３％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ４７６ｋＤａ（５６％）

９ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ４８ｋＤａｃｏｍｐｏｎｅｎｔ８Ｃ１（８２％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔ７Ｃ（５６％）

１０ ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ４７６ｋＤａｌｉｋｅ（８１％） ＫｅｒａｔｉｎｔｙｐｅＩｍｉｃｒｏｆｉｂｒｉｌｌａｒ４７６ｋＤａｌｉｋｅ（５６％）
　　注：共有的蛋白质用正体标示，差异性蛋白质用斜体标示。

·７４０１·
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３２多肽检测种类及差异性分析

根据表２结果可知，角壳中多肽种类更加丰富，
比骨塞多出约３００种，说明角壳具有更多的多肽及
蛋白质种类和数量。角壳和骨塞两者共有的多肽数

近４００种，共有多肽种类所占总多肽种类数分别为
２８％和３５％，说明两者的多肽组成具有一定的相似
性，同时也说明两者的多肽和蛋白质组成也存在明

显差异，该分析结果与总离子流图分析结果具有相

关性。

３３覆盖度ＴＯＰ１０蛋白组成的分析

将蛋白质分子选用特异性胰蛋白酶进行切割，

酶解后的供试品为复杂的肽段组成的混合物，然后

经过液相联用质谱仪进行检测，将检测信号转换成

肽段信息，再通过与数据库中蛋白质进行结构比对，

进而计算得到覆盖度。基于蛋白质覆盖度的高低可

以预测目标物中蛋白质的组成。角壳中前１０的蛋白
覆盖度在８１％～９９％，覆盖度均较高；骨塞中前１０
的蛋白覆盖度在５６％ ～７３％，覆盖度较低，最低者
接近５０％，故试验中选择了覆盖度前１０的蛋白进行
比较分析。角壳中覆盖度前１０的蛋白质全部为角蛋
白质，而骨塞中覆盖度前１０的蛋白质有８０％是角蛋
白质和２０％是骨胶蛋白质，提示角壳和骨塞蛋白质
组成存在明显差异。同时两者覆盖度前１０的蛋白质
有８个是相同的，说明两者的主要蛋白质存在较高
的相似性。角壳中蛋白质覆盖度较高，提示角壳中

所含蛋白质在结构上与对应的蛋白质最为相近。

４　讨论

完整的羚羊角包括外层的角壳和内部的骨塞两

部分，基于蛋白质组学技术对两部分进行了深入研

究，比较分析两者多肽及蛋白质组成差异，发现两

者多肽和蛋白质在数量及种类上都存在明显差异，

但也有相当高的相似性。研究表明骨塞在一定条件

下可以替代角壳使用，不去掉骨塞的羚羊角直接磨

成粉使用具有一定的合理性，可以扩大药源，充分

利用骨塞部分，可更好地保护野生动物，但也必须

控制好骨塞的用量比例，毕竟两者多肽种类方面也

存在明显差异。现行 《中国药典》中羚羊角粉无任

何质控项目，应进一步提高 《中国药典》中羚羊角

粉的质量控制水平，将角壳和骨塞的用量比例控制

在合理范围内，确保羚羊角临床用药的安全性和有

效性。本研究尚未对角壳和骨塞的主要蛋白质和多

肽进行定量研究，应进一步探究角蛋白的量效关系，

为羚羊角的合理利用提供更多的技术支持。
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